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Realizou-se a avaliac&o bioldgica de poténcia de heparinas convenci-
onais contra o 5° Padrdo Internacional de heparina suina pelos en-
saios preconizados da inibi¢céo da coagulacéo do plasma ovino (ICPO),
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e anti-fator Xa.
Correlacionaram-se os resultados, demonstrando que o ICPO fornece
poténcias em média 10,72%, significativamente superiores aos ou-
tros procedimentos. Analisou-se a influéncia de diferentes lotes de
plasma sobre o resultado do ensaio do ICPO observando-se variagao
de até 7,32%. Como alternativa, padronizou-se o ensaio do anti-fator
Ila e efetuou-se a determinacgdo de poténcia das amostras obtendo-se
valores reprodutiveis, comparaveis ao método do anti-fator Xa, que
demonstram a viabilidade da inclusdo como ensaio harmonizado
para o controle da qualidade. Os resultados de poténcia, fornecidos
lote a lote, em geral, cumprem as especificacdes farmacopéicas e de-
monstram a qualidade que garante a seguranca e eficacia clinica dos
medicamentos. Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(2):103-110.

Palavras-chave: Heparinas; plasma ovino; anti-fator Xa; tempo de
tromboplastina parcial ativada; anticoagulante; anti-fator lla.

Introducéo

As heparinas convencionais, nao-fracio-
nadas, sao usadas clinicamente para profilaxia
e tratamento de trombose venosa, devido as
suas propriedades anticoagulantes. Recentemen-
te foram desenvolvidas e encontram-se dispo-
niveis as heparinas de baixo peso molecular
com eficicia antitrombdtica, menos complica-
¢coes hemorragicas e reducio da freqiéncia de
injecoes.

Estruturalmente, as heparinas sio glico-
saminoglicanos sulfatados de peso molecular
variavel, compostos de unidades de glicosamina
e 4cido hexuronico, que se alternam unidas por
ligacoes glicosidicas. O polimero apresenta
micro-heterogeneidade estrutural devido a
sulfatacao e acetilacio variaveis, bem como a
distribui¢ao das unidades de acido hexurdnico,
mas a atividade biologica é semelhante.!?

A substancia bioldgica usada na area far-
macéutica pode ser extraida da mucosa intesti-
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nal de bovinos e suinos, bem como de pul-
moes de bovinos.? Durante o isolamento, as
cadeias glicosaminoglicanas tornam-se levemen-
te degradadas produzindo mistura heterogénea
de fragmentos com massa molecular entre 3.000
e 30.000 Da. Foram encontradas diferencas de
atividade especifica entre as heparinas extrai-
das de pulmiao e de mucosa intestinal analisa-
das pelo ensaio do anti-fator Xa.* Recentemen-
te, foram preparadas as heparinas de baixa mas-
sa molecular (HBMM) por despolimerizacao
controlada das convencionais, obtendo-se pro-
dutos com massas moleculares entre 4.000 e
6.000 Da.>°

O mecanismo de acao das heparinas fun-
damenta-se na formacao de complexo com a
antitrombina III (AT IID, com a qual tem eleva-
da afinidade devido a seqiiéncia pentassaca-
ridica, que induz mudanca conformacional e
inativacao do fator Xa e da trombina.”® A
heparina também se liga a trombina, fator IXa
e fator Xa.”!"! A neutralizacao do fator Xa (ativi-
dade anti-Xa) requer a presenc¢a do pentassaca-
ridio (massa molecular~1.700 Da), enquanto a
potenciacao da inibicao da trombina necessita
cadeias de, no minimo, 18 carboidratos (massa
molecular~5.400 Da).!'%!3

As modernas metodologias fisico-quimicas,
tais como cromatografia liquida de alta eficién-
cia, eletroforese capilar, ressonincia magnética
nuclear e espectrometria de massa, tém sido
importantes para a andlise estrutural e meca-
nismo de a¢ao,? entretanto, para a avaliacao de
poténcia das heparinas convencionais sao pre-
conizados o ensaio da inibicio da coagula-
¢ido do plasma ovino (ICPO), o método do tem-
po de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e
o ensaio da atividade anti-fator Xa.'*' As leitu-
ras da reacio final podem fundamentar-se nos
graus, tempos de coagulacao ou reacio colori-
métrica, e os ensaios sio realizados contra o 5°
Padrio Internacional de heparina de mucosa
intestinal suina. Os procedimentos foram ado-
tados nos diferentes estudos colaborativos in-
ternacionais, porém, ha direcionamento no sen-
tido de desenvolver e validar uma metodologia
harmonizada baseada na atividade especifica
dos produtos farmacéuticos atuais, como o en-
saio do anti-fator Ila. A geragio atual de hepa-
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rinas tem massas moleculares médias mais ele-
vadas e distribuicio em faixa mais estreita, ob-
servada pela maior atividade especifica, en-
tre 180 e 210 UI/mg.2?

O presente trabalho teve por objetivos re-
alizar a avaliacio comparativa de poténcia de
heparinas convencionais pelas metodologias
preconizadas para o controle da qualidade e,
a0 mesmo tempo, correlacionar com o ensaio
padronizado do anti-fator Ila, avaliado como
alternativa harmonizada, contribuindo assim para
aprimorar e assegurar a eficicia clinica desses
medicamentos.

Material e métodos

Reagentes e produtos farmacéuticos

52 Padrao Internacional de heparina de
mucosa intestinal suina (WHO 97/578), con-
tendo 2.031 Ul/ampola. Fator Xa de plasma
bovino “DIAGEN” (Diagnostic Reagents Ltda).
Substratos cromogénicos S-2765 e S-2238
(Chromogenix). Fosfolipidio de cérebro de bo-
vino (WHO 79/508). Antitrombina III humana
(WHO 95/808). Trombina de plasma humano
e Caolin (Sigma-Aldrich). Cloreto de cilcio e
acido acético glacial (Merck). Lotes de plasma,
separados a partir da coleta de seis ovinos. Doze
amostras de produtos farmacéuticos comerciais
de heparina contendo, 5.000 Ul/ml, proveni-
entes de sete laboratérios e identificadas com
numeros de 1 a 12, em seu prazo de validade.

Ensaio da inibicdo da coagulacao do plas-
ma ovino (ICPO)

Padronizou-se o método fundamentado na
inibicio da coagulacio do plasma ovino.!7182
Determinou-se a concentracio do padrio e da
amostra que, na presen¢a de 1 ml de plasma
ovino e 0,2 ml de cloreto de cilcio 1%, permi-
tiu o grau de coagulacao 50%. Realizou-se a
analise dos resultados experimentais pelo mé-
todo das médias moéveis.'®

Ensaio do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA)

O método da determinacio do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) foi pa-
dronizado conforme literatura.'”® Com base na
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regido linear da curva dose-resposta elaborada
com o 5° Padrao Internacional de heparina
suina, selecionaram-se trés concentracoes: 0,1,
0,2 e 0,4 Ul/ml. Realizou-se o ensaio em tubos
de polietileno colocados em coaguldémetro a
37°C. Incubaram-se 100 ml de plasma ovino e
100 ml da solugio de heparina padrio ou amos-
tra por, aproximadamente, 15 minutos. Apos
esse periodo adicionaram-se a cada tubo
100 ml da mistura reagente (caolin 4g/l e
fosfolipidio 1/200, em volumes iguais) previa-
mente ajustada de modo que o tempo de
recalcificacio obtido com o branco niao exce-
desse sessenta segundos. Exatamente dois mi-
nutos apos, adicionaram-se 100 ml da solucao
de CaCl, 25 mM e registrou-se o tempo de
coagulacio. Realizaram-se trés ensaios indepen-
dentes em duplicata.

Ensaio do anti-fator Xa

Padronizou-se o método'*'® e elaborou-se
a curva dose-resposta, com o 5° Padrio Inter-
nacional de heparina suina. Com base na re-
gido linear selecionaram-se as concentracoes
de 1,0, 2,0 e 4,0 UI/ml. Em tubos de ensaio
adicionaram-se 100 ml de antitrombina III e
100 ml da solucdo padrio e amostra, respecti-
vamente. Homogeneizou-se. Transferiram-se
25 ml da mistura respectiva para placas de 96
pocos mantida a 37°C, adicionaram-se 50 ml da
solucio de fator Xa bovino e registrou-se o
tempo. Incubou-se por exatamente dois minu-
tos e, entiao, adicionaram-se 100 ml da solucao
de substrato cromogénico S-2765. Interrompeu-
se a reacdo, exatamente quatro minutos apos,
adicionando-se 100 ml da solucdo de acido
acético a 20%. Procedeu-se a leitura espectro-
fotométrica a 405 nm. Realizaram-se trés en-
saios independentes em duplicata.

14,18

Ensaio do anti-fator lla

Padronizou-se o método'** e elaborou-se
a curva dose-resposta com o 5° Padrao Interna-
cional de heparina suina. Com base na regiao
linear selecionaram-se as concentracoes de 1,0,
2,0 e 4,0 Ul/ml e executou-se o procedimento
descrito no ensaio do anti-fator Xa, porém, utili-
zando-se 50 ml da solucao de trombina e 100
ml da solucao de substrato cromogénico S-2238.

19,26

Avaliagdo comparativa da atividade bioldgica....p65

105

Analise estatistica de ensaios de retas
paralelas

Os tempos de coagulacao ou as absor-
biancias determinadas nos ensaios para cada
concentracio da solu¢ao padrio e amostra fo-
ram submetidos a andlise estatistica de retas
paralelas (3 x 3), calculando-se a variancia,
poténcia estimada, limites de confianca (P=0,95)
e precisido, expressa pela ponderagio, usando-
se programa de computa¢ao SAS para Windows
versio 6.11.

Resultados

Avaliacao de poténcia pelo ensaio da inibi-
¢ao da coagulacao do plasma ovino (ICPO)

Os graus de coagulacao determinados nos
ensaios das preparacoes farmacéuticas de
heparina foram submetidos a andlise estatistica
em relacio ao 5° Padrio Internacional de
heparina suina, fornecendo os resultados de
poténcia e limites de confianca (Tabela 1).

Foram também realizados ensaios de trés
lotes de heparina utilizando-se cinco diferentes

Tabela 1
Poténcia e limites de confianca (P=0,95) calculados
para as preparagoes de heparina avaliadas pelo
ensaio da inibicdo da coagulacao do plasma ovino,
em relagdo ao 5° Padrao Internacional de
heparina suina, pela combinagao de
trés ensaios independentes

Poténcia
Declarada Encontrada Limites de confianga
Amostra Ul/ml Uliml % %
1 5.000 5.005 100,10 96,47 - 103,85
2 5.000 4.925 98,50 95,50 - 101,60
3 5.000 5216 104,32 100,22 - 108,57
4 5.000 4.884 97,68 90,09 - 105,92
5 5.000 4.870,5 97,41 94,50 - 100,41
6 5.000 4.970,5 99,41 96,40 - 102,40
7 5.000 5.058,5 101,17 88,95 - 115,06
8 5.000 4.536,5 90,73 83,38 - 98,71
9 5.000 6.113,5 122,27 111,73 - 133,81
10 5.000 6.104 122,08 112,62 - 132,32
11 5.000 5.339 106,78 100,80 - 113,12
12 5.000 5.747 114,94 106,18 - 124,40
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Tabela 2

Avaliagao de poténcia de heparinas em produtos farmacéuticos,
com lotes diferentes de plasma, pelo ensaio da inibigao da
coagulacéao do plasma ovino

Poténcia
Plasma | Tempo de | Declarada Encontrada Limites de
Coagulagao confianca
Amostra Lote Ul/ml Ul/ml % %
1 315" 5.000 5255 10510 101,60 - 108,80
2 345" 5.000 5.025 100,50 93,60 - 107,80
A 3 300" 5.000 5262 10524 100,05 - 110,72
4 230" 5.000 5133 102,66 98,35-107,17
5 207" 5.000 49745 9949 94,70 - 104,55
1 3207 5.000 4.892 97,84 93,10 - 102,80
2 340 5.000 4805 96,10 91,10-101,40
B 3 310 5.000 5163 103,26 92,09 - 110,78
4 220" 5.000 5.086 101,72 93,37 - 103,45
5 210" 5.000 49345 98,69  9341-104.26
1 305" 5.000 5390 107,80 92,50 -113,40
2 358" 5.000 5247 104,94 96,18 - 114,40
C 3 330" 5.000 5535 110,70 101,79 -120,31
4 235" 5.000 5216,5 104,33 98,02 - 111,00
5 230" 5.000 5169 103,38 96,03 - 111,25
Tabela 3

Poténcia, limites de confianga (P=0,95), precisdo das estimativas
dos dois ensaios combinados das preparagdes de heparina,
em relagao ao 5° Padrao Internacional, pelo ensaio do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA)

Poténcia
Declarada Encontrada Limites de Ponderagao
confianca
Amostra Ul/ml Ul/ml % %
1 5.000 4.083 81,66 78,09 - 85,40 12.560
2 5.000 4.072 81,44 77,87 -8512 16.063
3 5.000 4.508,5 90,17 86,49 - 94,00 14.534
4 5.000 4.500,5 90,01 87,33-92,76 27.572
5 5.000 4.279,5 85,59  79,25-88,17 8.869
6 5.000 4976 99,52 91,18 - 108,61 4.233
7 5.000 4.398,5 87,97 84,58 -91,50 16.286
8 5.000 44145 88,29  84,29-9243 14.979
9 5.000 5.565 111,30 105,38 - 117,64 10.509
10 5.000 5732 114,64 109,32 - 120,23 11.129
11 5.000 4.599 91,98 87,77 - 96,41 11.430
12 5.000 4.665,5 93,31 89,94 - 96,80 18.623
106
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lotes de substrato de plasma ovino. A
Tabela 2 mostra os valores cujas mé-
dias calculadas sao 102,60 = 2,55,
99,52 + 2,93 e 106,23 + 2,82, res-
pectivamente, com variacio de até
7,32% das poténcias estimadas de
cada amostra.

Estudou-se também a estabilida-
de da solucao diluida de heparina
com 50 Ul/ml, conservada em gela-
deira, observando-se, apds analises su-
cessivas pelo ensaio do ICPO, dimi-
nuicao da atividade de 4% no 14° dia,
em relacio ao teor inicial.

Avaliacao de poténcia pelo ensaio
do tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPA)

Os tempos de coagulacio obti-
dos nas avaliacdes das preparacodes
farmacéuticas em relacio ao 5° Pa-
drao Internacional de heparina suina,
foram submetidos ao calculo estatisti-
co que apresentaram os valores de
poténcia, limites de confianca
(P=0,95) e precisao (Tabela 3).

Avaliacédo de poténcia pelo en-
saio do anti-fator Xa

Os valores de absorbincia obti-
dos na andlise dos produtos farma-
céuticos em relacao ao 52 Padrao In-
ternacional de heparina suina, pelo
ensaio do anti-fator Xa, foram sub-
metidos ao calculo estatistico forne-
cendo os resultados de poténcia, li-
mites de confian¢ca (P=0,95) e preci-
sdo das estimativas (Tabela 4).

Avaliacdo de poténcia pelo en-
saio do anti-fator lla

Os valores de absorbancia obti-
dos na avaliacio dos produtos farma-
céuticos em relacao ao 52 Padrao In-
ternacional de heparina suina, pelo
ensaio do anti-fator Ila cromogénico,
usando antitrombina III, foram subme-
tidos ao cilculo estatistico fornecen-
do os resultados de poténcia, limites
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Tabela 4

Poténcia média, limites de confianga (P=0,95), precisdo das
estimativas dos dois ensaios combinados das preparagoes de
heparina, em relagao ao 5° Padrao Internacional,

pelo ensaio do anti-fator Xa

Poténcia
Declarada Encontrada Limites de Ponderacéao
confianga
Amostra Ul/ml Ulml % %
1 5.000 4455 89,10 83,61 -94,90 5.452
2 5.000 4.055 81,10 76,60 - 85,86 6.911
3 5.000 45135 90,27 83,45 - 97,65 4.084
4 5.000 4468 89,36 83,45 - 95,62 5.486
5 5.000 4210 84,20 74,67 - 94,95 1.746
6 5.000 49945 99,89 83,40 - 119,63 1.003
7 5.000 4464 89,28 81,45 - 97,86 2.990
8 5.000 4.020,5 80,41 73,91 -87,48 3.5652
9 5.000 56075 112,15 101,75 - 123,62 2.658
10 5.000 5.458,5 109,17 102,72 - 116,41 6.437
11 5.000 5430 108,60 96,76 - 112,10 2.378
12 5.000 4872 9744 88,89 - 106,80 2.990
Tabela 5

Poténcia média, limites de confianga (P=0,95), precisdo das
estimativas de dois ensaios combinados de preparagées de

heparinas convencionais, em relagio ao

5° Padrao Internacional, pelo ensaio do anti-fator lla
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de confianca (P=0,95) e precisao das
estimativas (Tabela 5).

Os resultados obtidos nas avali-
acoes de poténcia dos doze lotes de
produtos farmacéuticos de heparinas
pelas quatro diferentes metodologias,
forneceram as médias de 104,62% =+
9,64 para o ICPO, 92,99% + 11,36
para TTPA, 94,25% + 11,74 para anti-
fator Xa e 94,45% + 11,85 para anti-
fator Ia. A diferenca foi significativa
(p<0,05) somente para o ICPO em
relacio aos outros métodos.

Discussao

O método da inibi¢io da coagu-
lacio do plasma ovino tem sido am-
plamente adotado e continua preco-
nizado para a avaliacao de poténcia
de heparinas nao-fracionadas em pro-
dutos farmacéuticos.'”*® Recentemen-
te foram desenvolvidas as heparinas
fracionadas, de baixo peso mole-
cular,” para as quais o procedimento
ndo é reprodutivel (dado nio mostra-
do). Realizou-se a dosagem de po-
téncia de heparinas convencionais
contra o 5° Padrao Internacional de
heparina suina obtendo-se resultados
reprodutiveis, com média de interva-
los de confianca de 0,024 + 0,02, in-
ferior ao limite de 0,20 estabelecido
para realizacio de ensaios adicionais.'®
Pode-se também observar (Tabela 1)
que algumas amostras de produtos co-
merciais nao cumpriram as espe-
cificacdes de poténcia para utilizacio
clinica, que preconizam limites entre
90% e 110% em relacao a declara-
da.'”!® Ha registros de que a expres-
sdo de unidades USP é 7,6% a 10,6%
superior em rela¢ao as internacionais,
razao pela qual optou-se por manter
sempre como referéncia o Padrio In-
ternacional .?%

Os resultados obtidos com amos-
tras de produtos farmacéuticos sub-
metidos ao ensaio do ICPO utilizando

Poténcia
Declarada Encontrada Limites de Ponderagao
confianga
Amostra Ul/ml Ul/ml % %
1 5.000 4.372 87,44 78,23 -97,48 2.655
2 5.000 4.305 86,10 74,26 - 95,21 2.061
3 5.000 4.528,5 90,57 84,37 - 116,42 1.228
4 5.000 4.328 86,56 77,98 - 96,08 2312
5 5.000 42115 84,23 78,95 -96,19 3.265
6 5.000 4.766 95,32 90,25 -100,70 1.320
7 5.000 4.407,5 88,15 79,61 -97,42 3.146
8 5.000 4.238 84,76 76,67 - 93,71 2.503
9 5.000 5.829,5 116,59 107,06 - 126,98 3.460
10 5.000 5.717 114,34 102,28 - 127,82 2.028
" 5.000 5.033,5 100,67 92,79 - 109,01 3.883
12 5.000 4.932 98,64 82,27 - 114,18 1.184
107
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diferentes lotes de plasma ovino, sempre se-
parado a partir de sangue coletado de seis ani-
mais, demonstram variacao de poténcia de até
7,32% (Tabela 2), coerente com dados da lite-
ratura,? demonstrando a influéncia do plasma
e a importincia da qualidade, determinada pelo
menor tempo de coagulagio, para assegurar a
reprodutibilidade das poténcias estimadas lote
a lote.

O método do tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) foi padronizado com plas-
ma ovino fornecendo resultados compariveis
aos obtidos com plasma humano (dado nao
mostrado).'*?2> Para cada ensaio, efetuou-se a
anilise de variancia demonstrando ser a regres-
sao significativa (p<0,05), e os desvios de
linearidade e paralelismo, nao significativos.
Observa-se também que cada amostra forne-
ceu resultados especificos, alguns dos quais fora
dos limites estabelecidos, e, em geral, inferior
ao ICPO. Ha variedade de fosfolipidios comer-
ciais que diferem consideravelmente em sua
sensibilidade, demonstrando que curvas dose-
resposta mais acentuadas tornam os ensaios mais
precisos.?? Nesse trabalho, usou-se fosfolipidio
extraido de cérebro bovino disponivel como
reagente internacional que propiciou inclina-
¢do significativa e precisio média dos ensaios
independentes (n=24) de 6.949.

Selecionou-se também a metodologia ba-
seada na inibicado do fator Xa, protease inter-
medidria da cascata de coagulacio, com deter-
minac¢ao do ponto final com substrato peptidico
amidolitico e quantificacdo espectrofotomé-
trica.'8203.30 Realizou-se a avaliacio de produ-
tos farmacéuticos comerciais obtendo-se potén-
cias entre 80,41% e 112,15%, (Tabela 4). Os
produtos cumprem os requisitos farmacopéicos
que preconizam atividade entre 80-125%. A mé-
dia das ponderacdes dos ensaios independen-
tes (n=24) foi de 1.903.

A avaliacao comparativa das atividades
biologicas encontradas no estudo das doze
amostras de heparinas convencionais demons-
trou que o ensaio do plasma ovino (ICPO) apre-
sentou poténcias médias 11,63% superiores ao
TTPA, (p<0,05). Por sua vez, o método do anti-
fator Xa forneceu poténcias semelhantes ao
TTPA, diferenca de 1,26%.
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A literatura®®?' registra diferencas inferio-
res a 3,5% em estudos colaborativos pelos mé-
todos do TTPA e anti-fator Xa, podendo-se de-
duzir que os dados aqui apresentados foram
reprodutiveis.

O ensaio do anti-fator I1a, adotado para as
heparinas fracionadas,'” esti sendo sugerido
como método harmonizado para a avaliacio de
poténcia de heparinas nio-fracionadas, pois em
contraste ao fator Xa, a trombina catalisa rapi-
damente reacoes fundamentais na cascata:
clivagem do fibrinogénio, ativacao dos fatores
V e VIII e ativagio do receptor expressando a
atividade anticoagulante.*** Foi entao padro-
nizado com plasma ovino (dado nao mostrado)
e antitrombina III, cujos resultados encontram-
se na Tabela 5. Os valores de poténcia obtidos
com as mesmas 12 amostras foram em geral
semelhantes, com média de 94,25% para o anti-
fator Xa e 94,45% para o anti-fator Ila. Compa-
rando-se as tabelas 4 e 5, observa-se, aproxi-
madamente, a relacio 1:1 entre as atividades
anti-fator Xa e Ia. Sugere-se sua inclusao em
estudos sucessivos para demonstrar sua robustez
e validade para que possa ser preconizado para
o controle da qualidade de medicamentos.?

E importante destacar que os resultados
dos ensaios estao relacionados diretamente as
caracteristicas especificas das matérias-primas
usadas no produto acabado, razao pela qual as
amostras apresentam diferencas variaveis em
relacio as médias comparativas dos ensaios.
Conclui-se observando a importancia da padro-
nizac¢ao dos procedimentos, do desenvolvimento
de novos métodos e da harmoniza¢io para as-
segurar a qualidade e eficicia clinica das
heparinas nao-fracionadas.

Abstract

The biological evaluation of unfractionated heparins
was carried out against the 5" International Standard
of porcine heparin using the pharmacopoeial-
recommended assays: the sheep plasma coagulation
inhibition assay (SPCIA), activated partial
thromboplastin time (APTT) and anti-factor Xa
activity. The SPCIA method gave mean potencies which
were 10.72% significantly higher than the other
procedures. The effect of differences in plasma batches
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revealed potency variations of up to 7.32%. The anti-
factor lla assay was standardized as an alternative
method for the potency assessment of heparin samples.
The values obtained were in good agreement with the
anti-factor Xa assay results, demonstrating the
feasibility of the method as a harmonized assay for
the quality control of medicines. Analysis of the potency
estimates showed that generally batch-to-batch
variations complied with pharmacopoeial
specifications, demonstrating the overall quality of the
products and assuring their safety and clinical efficacy.
Rev. bras. hematol. hemoter. 2003;25(2):103-110.

Key words: Heparins; sheep plasma; anti-factor Xa;
activated partial thromboplastin time; anticoagulant;
anti-factor lla.
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